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RESUMEN
El café es una de las bebidas más populares en el mundo y se produce en muchos
países. Pero en muchos lugares de producción, por ejemplo en la provincia de Loja,
Ecuador en el valle de Vilcabamba, hay un coleóptero pequeño que esta amenazando las
plantas de café. Hypothenemus hampei, también conocido con la broca del café, cumple
la mayoría de su ciclo de vida en los granos de café y en su proceso de reproducción y
colonización destruye la semilla de que se la bebida. La destrucción no solo afecta los
consumidores de café, pero también los dueños de la fincas que dependen el la cosecha
de café y pueden tratar de usar pesticidas para eliminar la broca más rápido y
eficientemente. Este estudio intentó continuar de desarrollar el uso de control biológico
en la forma de Beauveria bassiana, un hongo que ataca la broca y se puede cultivar en
laboratorio y aplicar a las plantas. Con el apoyo de La Fundación Colinas Verdes, se hizo
una comparación entre dos huertas en una finca con problemas de broca, una huerta sin
aplicación y la otra si para determinar si B. bassiana afecta la población de la broca. Se
encontró que la aplicación de B. bassiana bajó la población de la broca cuatro por ciento
durante once días, mientras el porcentaje de la huerta sin aplicación no cambio. Además,
otro experimento mostró que el método de cultivo de B. bassiana es efectivo y vale
explorar opciones para minimizar contaminación de otros hongos. Aunque se realizaron
estos estudio con resultados, más estudios son necesarios, ya que este duró solamente un
mes.

ABSTRACT
Today coffee has become one of the most popular beverages in the world and is
cultivated in many countries. However, in recent years many areas of production, for
example in the province of Loja, Ecuador in the valley of Vilcabamba, many are
experiencing a threat in the form of a small Coleoptera species. Hypothenemus hampei,
also known as la broca de café, passes the majority of its life cycle within the coffee
berries and in the process of reproduction and colonization it destroys the bean that
makes the beverage. This destruction of the bean no only affects the consumer, but all the
coffee growers that depend on the success of their coffee crop for the livelihood so much
that they may turn to pesticides as a fast and efficient solution. This study attempted to
continue to develop the use of biological pest control in the form of Beauveria bassiana,
a fungus that attacks la broca and can be cultivated in a laboratory and applied to the
coffee plants. With the support of La Fundación Colinas Verdes, a comparison between
two garden plots was done on a farm with la broca, one garden with application and one
without to determine if B. bassiana affects la population of H. hampei. It was found that
the population of H. hampei in the garden with application of B. bassiana decreased by
four percent in a eleven-day duration, while the percentage in the garden without the
application did not change. In addition, another experiment demonstrated the
effectiveness of the B. bassiana cultivating method and it is important to follow up on
other methods de diminish the contamination in the cultivating process by other fungi.
Although this study found proper results, since this one was only completed in one
month, more studies are necessary.
Códigos de ISP: 614, 602, 615

Palabras claves: coleópteros, hongos, café
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ANTECEDENTES
Hoy día el café domina la sociedad humana al nivel mundial, con 4.3 billones de
kilos consumidos en el año 2010 (ICO, 2010). Una gran cantidad de personas toma una
taza en la mañana antes de ir a trabajar y siguen tomando durante el día en las pausas o
las meriendas en la noche. Uno puede comprar los granos enteros o ya molidos y preparar
una taza desde su propia casa o comprar ya elaborado por una de las varias empresas
comerciales, tal como Starbucks.
El café se originó en África donde los esclavos Africanos comían los granos como
cerezas durante el viaje en barco a India y Yemen (Feijó, 2010). Cuando el café se
popularizó como bebida en Yemen, los mercantes holandeses lo llevaron a Holanda,
donde se hizo famoso en Europa y luego en América del Norte (Feijó, 2010). Debido a su
introducción en la isla Martinica en 1720 por los franceses, la producción de café se
extendió a Colombia, Venezuela, Centroamérica, Brasil y en 1830 a Ecuador (Feijó,
2010). Primero apareció en Jipijapa en la provincia costal de Manabí (Feijó, 2010) y hoy
día se cultiva en 20 de las 22 provincias de la República (Delgado et al. 2002) incluyendo
Galápagos y representa una fuente económica de la que varias familias ecuatorianas
dependen. Aunque hasta 1970 (Equal Exchange, 2012) el café era su exportación
principal, Ecuador nunca se hizo famoso por el café y ha bajado la producción desde
1997, enfocándose en la producción de bananas, petróleo, camarones y cacao. Según el
Ministerio de Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca, en 2010 cacao, arroz y maíz
duro seco representaron los cultivos más grandes en cosecha en Ecuador, con café siendo
el sexto más grande cultivo.
A pesar de ésto, Ecuador produjo 854.000 sacos de 60 kilos de café en 2010 (ICO,
2010), la mayoría de la variedad Arabica pero también Canephora.
Manabí sigue siendo la provincia con mayor producción, pero los ecuatorianos
consideran que el mejor café del país es del sur en Vilcabamba, Loja, la provincia que
produce 19 por ciento del café en el país (Feijó, 2010). Vilcabamba es famoso no solo por
su café, pero también su turismo y la longevidad de habitantes que pasan los cien años de
edad. Alrededor de Vilcabamba, que tiene una población de 5.000 (GADML, 2012), hay
valles y colinas llenas de parroquias que cultivan café incluyendo Cucanamá, Yangana y
Vilcabamba de San Pedro, un pueblo de 1.200 personas (Mosquera, 2012) a dos
kilómetros de Vilcabamba. En estos pueblos la mayoría de las fincas cultivan café,
además de yuca, coles, choclo, bananos, frutas y animales. Pero el café es una fuente
económica muy grande en esta región, así que es importante maximizar la cosecha.
Aunque el área es bien conocida por su producción de café Arabica y Canephora
en forma seca o mojada desde hace unos años la cosecha ha sufrido bastante a causa de la
broca del café, o Hypothenemus hampei. Este coleóptero pequeño es originalmente de
África y pasa su ciclo de vida y reproducción adentro de los granos de café, destruyendo
la semilla de la que se hace el café. Con el aumento de H. hampei, el insecto se convierte
en una plaga muy difícil de controlar. Los habitantes de las parroquias a veces usan
pesticidas y controles químicos para reducir la cantidad de H. hampei, pero desde 2011,
La Fundación para Conservación y Desarrollo Colinas Verdes ha iniciado un proyecto
usando control biológico integrado en forma de un hongo.
Este hongo, Beauveria bassiana, también viene de África y ataca H. hampei como
su depredador natural. La Fundación cultiva B. bassiana en su laboratorio y aplica el
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hongo a los cafetales para minimizar la población de la broca. Este método representa
una forma de no solo minimizar el coleóptero, pero también la cantidad de pesticidas
usadas en las fincas y aunque hay otros métodos posibles, por ejemplo una avispa que
también lo ataca, La Fundación no las ha encontrado, así que el control con el hongo
sigue siendo lo más fácil de aplicar y la mejor defensa.
Unas palabras sobre La Fundación Colinas Verdes
La Fundación Para Conservación y Desarrollo Colinas Verdes es una
organización no gubernamental basada en San Pedro de Vilcabamba en Loja, Ecuador.
Comenzó con un grupo de personas interesadas en proyectos de conservación en el área
en 1994. Durante los años la organización se hizo más grande, en este momento cuentan
con una oficina central con laboratorio, un equipo y muchas actividades desarrollando la
sostenibilidad y comunidad agrícola. La Fundación dio apoyo a este proyecto y sigue
involucrando más fincas en el control biológico de la broca usando el hongo en vez de
pesticidas. La organización tiene un equipo de cinco o seis miembros que trabaja
organizando proyectos y programas de conservación y agricultura con las fincas de la
comunidad.

SITIO DEL PROYECTO
Cucanamá, Loja, Ecuador.

Figura 1- Provincia de Loja, Ecuador.

Figura 2- Valle de Vilcabamba, Loja,
Ecuador.

El centro de investigación se encuentra en San Pedro de Vilcabamba, un pueblo
de 1.200 habitantes en la provincia de Loja, Ecuador, conocido por sus peleas de gallos y
agricultura (GADML, 2012). Es una parroquia rural ubicada a una hora de la ciudad de
Loja y a un kilómetro de Vilcabamba. Aquí se encuentra la oficina de La Fundación
Colinas Verdes. Mucho ha cambiado en este área en los últimos cinco años. Con el
descenso económico muchos han vendido sus propiedades y salido de la región,
emigrando a otras partes del país o a España, donde ahora hay una crisis económica que
está afectando no solo a los emigrantes de Ecuador sino también a los Españoles
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(González, 2012). Desde el principio de esta situación muchos han regresado, ya que
antes casi cada familia del área tenía por los menos un miembro en España u otro país.
Pasando a San Pedro de Vilcabamba, Cucanamá es una comunidad agrícola que
produce caña de azúcar, café, y varias
verduras. El estudio se realizó en la finca
de Don Isidro Jaramillo, quien ha
cultivado café por diez años. En su finca
cultiva café en la sombra, así que en sus
huertas también tiene naranjilla, limón,
naranja, chirimoya, banano, papaya,
aguacate y mucho más, que vende en
Vilcabamba o consume con su familia.
Tiene su café en dos huertas separadas por
aproximadamente 400 metros y según él,
ha tenido bastantes problemas con la
broca. Durante el estudio, Don Isidro ya
estaba cosechando y secando los granos de Figura 3- Cucanamá, sitio del proyecto cerca de
café.
Vilcabamba.
Clima
En el área de Vilcabamba y las parroquias, hay dos estaciones, invierno que es
desde Septiembre a Abril y verano que es desde Mayo hasta Octubre (Mosquera, 2012).
En el invierno hace un poco de frío y llueve y en el verano es más calido y seco. En
general la temperatura del año se mantiene en un promedio estable de 20ºC (González,
2012). Durante el estudio era casi el fin del invierno, pero había sido un invierno más
húmedo de lo normal.
Ubicación
La orientación es entre 1.500 y 1.700 metros de altura y 4° 15’39” Sur y 79° 13’
21” Oeste en Cucanamá en la provincia de Loja, Ecuador (Duicela et al., 2004).

ESTUDIO
El estudio es una comparación de las dos huertas de café en la finca de Don Isidro
Jaramillo, una con la aplicación del hongo Beauveria bassiana y la otra sin intervención.
Después de determinar el porcentaje inicial de Hypothenemus hampei en las dos huertas,
se echó B. bassiana en una de ellas (Huerta 1) para determinar si el porcentaje cambiaba
en esta huerta y también compararla con la otra (Huerta 2) para ver si había una
diferencia en el resultado de la población de la broca.
Huerta 1- Con
tratamiento
del B. bassiana

Huerta 2- Sin
tratamiento o
control

Figura 4 –Diseño de la huertas de Don Isidro
Jaramillo, Cucanamá, Loja, Ecuador.
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Huerta 1
Esta huerta está al lado de su casa y es pequeña y casi cuadrada, de
aproximadamente 80 metros por 80 metros. Es más vieja, con cafetales grandes y
maduros. En el momento en que se hizo el estudio, había una mezcla de granos verdes,
rojos, y también todavía flores. Don Isidro y su esposa ya estaban cosechando los granos
y cuando se hizo el muestreo y se echó B. bassiana ya habían cosechado bastante. Las
variedades de café aquí son Colombianas: Coffea arabica, y Coffea canephora (robusta).
La huerta tuvo intervención del hongo hace un año, pero fue solamente una vez y parece
que no quedó mucho de B. bassiana para controlar la broca. En la parte más cercana a la
casa, se encontró unos pocos granos con B. bassiana antes de echar, pero ninguno en el
resto de la huerta.
Huerta 2
Esta huerta se encuentra en una colina más lejos de la casa y a 400 metros de la
Huerta 1. Es más grande pero más nueva, porque hace dos años en Agosto, un incendio
quemó parte de la huerta, así que una parte tiene plantas más jóvenes, que recién están
produciendo y otra que todavía no. También por esta razón hay menos sombra y frutales.
Las variedades de café aquí son como en Huerta 1, las Colombianas C. arabica y C.
canephora (robusta). Nunca ha tenido intervención de ningún tipo.

Información sobre las plantas de café
Todas las especies de café pertenecen a la
familia Rubiaceae que también incluye muchas
árboles y flores. Las plantas de café se caracterizan
por hojas verdes (perennifolias), opuestas y lisas
(UConn, 2012). Las ramas tienen estipules
interpetiolares y los granos crecen en grupos o en
verticiladas (Carr, 2012) y son verdes y duros cuando
están inmaduros y rojos o anaranjados y lisos cuando
son maduros. Para hacer el polvo de café que se toma,
se saca la cáscara de los granos en un proceso de
despulpar y fermentación y las semillas se secan y se
tuestan. Para cultivar, las plantas prefieren tierra
suelta y rica en material orgánico y sin muchas rocas,
arena o arcilla (Rodríguez, 2012). Aunque el clima
preferible es calido y húmedo, demasiado humedad
Figura 5- Planta de Coffea arabica.
puede aumentar la cantidad de granos producidos
pero no tanto la calidad (Rodríguez, 2012) Muchos dicen que el mejor calidad de café se
produce en la sombra, así que la mayoría si no todas las fincas de la región del estudio
cultivan el café junto con árboles y arbustos de fruta para crear un tipo de bosque
sombroso.
La mayoría del café producido en la provincia de Loja es de la variedad Coffea
arabica, de que se produce aproximadamente 115.000 quintales por año (MAGAP,
2011). C. arabica es originalmente de África, donde se popularizo primero como cereza
por su fruta dulce y roja (Feijó, 2010). Sus flores son blancas con cinco pétalos en forma
de una estrella y requiere aproximadamente ocho meses para que maduren los granos
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(Duke, 1983). Una planta tiene que tener un mínimo de tres años para producir
normalmente. Coffea canephora, otra variedad que se cultiva, es parecida a C. arabica
pero produce más granos pero se consideren de peor calidad, así que se produce más para
café barato (ICO, 2012). El sabor es menos acido y más amargo y la planta más robusto,
aunque el periodo hasta la maduración es largo, hasta puede ser once meses (ICO, 2012).

Información sobre Hypothenemus hampei, La Broca del Café
Hypothenemus hampei (Ferrari), también conocido como La Broca del Café, se
encontró por primera vez en Ecuador en 1981 (Colinas Verdes, 2012). En el proceso de
infiltración de un grano de café por Hypothenemus hampei, la hembra ya fertilizada entra
al grano maduro (rojo) o inmaduro (verde) por
la corona (Métodos, IV) y crea un túnel en la
semilla y pone entre 31 y 119 huevos
(Cárdenas et al. 2007). Esta perforación de la
cáscara y la semilla arruina el grano y no vale
la pena cosecharlo para hacer café. Después
de aproximadamente cuatro días (HDA,
2011), las larvas salen de los huevos y se
alimentan de la semilla. Las larvas son de
color crema en forma de un gusano pequeño
hasta que pasan quince días (HDA, 2011),
cuando entran a la etapa pupa. Aunque siguen
Figura 6- Hypothenemus hampei. (HDA)
siendo blancas, en esta etapa se oscurecen
gradualmente a color marrón, mientras que las
que son hembras, desarrollan sus alas.
Después de aproximadamente siete días, las pupas ya son adultos negros y miden
entre 1,4 y 1,7 milímetros de tamaño (HDA, 2011). Las
hembras que vuelan pueden vivir entre cinco o seis meses, una
longevidad que les deja reproducirse varias veces. La hembra
original se queda en el grano y sigue poniendo huevos, aun
cuando el grano se ha caído al suelo, así que para minimizar la
población, es aconsejable que se cosechen todos los granos
caídos. Los nuevos adultos salen del grano para seguir el
proceso de reproducción y colonizar a otros granos. Según
estudios, H. hampei prefiere las variedades Coffea arabica y
Coffea canephora (HDA, 2011).
Figura 7- Grano de café
dañado por H. hampei.

Hace unos años, las fincas en Loja tenían muchos problemas con la broca, con 50
por ciento de broca en la huertas en algunos casos, dando como resultado que para sacar
un quintal de café, el granjero tenía que plantar dos para poder cosechar algo (González,
2012).
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Figura 8- Datos Científicos de Hypothenemus hampei (CPIN, 2012).

Información sobre Beauveria bassiana
El hongo Beauveria bassiana, originalmente de África (EPA, 2012), se encuentra
en muchas partes del mundo y hay varias razas. Aunque en Ecuador y otros países como
Colombia se usa para combatir a Hypothenemus hampei, el coleóptero que infesta las
plantas de café, hay otras razas que se usan para controlar otras plagas, por ejemplo en los
Estados Unidos la mosca común que apesta los gallineros y su excremento (EPA, 2012).
Con este uso más industrial y el de controlar H. hampei no ha habido ningún caso de
enfermedad de los humanos o animales, así
que en general se considera a este hongo
beneficioso y no peligroso para los que no
sean los insectos designados.
Las esporas de B. bassiana, conocidas
como conidias, se colonizan en la piel del
coleóptero y crecen dentro de su cuerpo,
donde se multiplican en forma de filamentos
(MEL, 2012). Eventualmente matan al insecto
después de alimentarse de los líquidos del
mismo y disminuyen sus defensas,
Figura 9- Saltamontes matados por B.
apareciendo por fuera del cuerpo como una
espuma blanca (MEL, 2012). La broca queda bassiana. (Jaronski)
muerta en el grano de café donde se estaba reproduciendo y baja la población de H.
hampei previniendo futura producción. Cuando se cosecha este hongo para cultivar en el
laboratorio, uno halla los granos con puntas blancas en la corona de abajo. Esto indica
que B. bassiana ha matado la broca y sigue colonizando su cuerpo dentro del grano y está
saliendo del hueco que su victima hizo para entrar. Los métodos para cultivar y echar B.
bassiana (Métodos II, III, V), se logran sacando el cuerpo de la broca muerta por el
hongo del grano y cultivándolo en el laboratorio con un medio de cultivo durante quince
días y después aplicando las esporas mezcladas con agua y echándolas de una mochila,
en forma de líquido, a las plantas de café.
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METODOS
Para hacer esta comparación de granos embrocados antes y después de aplicar B.
bassiana se trabajó en el campo y en el laboratorio. Primero, se hizo un muestreo para
calcular el porcentaje inicial de H. hampei en cada huerta (Métodos IV). Después en
Huerta 1 se echó el hongo B. bassiana en forma de liquido del hongo del laboratorio a las
plantas tres veces. Siete días después del aplicación, se hizo el muestreo de nuevo en las
dos huertas para sacar los resultados de la comparación, no solo de las dos huertas, pero
también de la Huerta 1 antes y después de la aplicación de B. bassiana. Hay otro método
para cosechar las esporas de B. bassiana de las botellas secándolas en el laboratorio y
usando el hongo en forma de polvo (Posada-Flórez, 2008), pero demanda más tiempo,
paciencia y equipo. Se usó los métodos de Colinas Verdes porque han resultado en el
pasado y son fáciles para usar con las herramientas disponibles en Colinas Verdes ya que
la idea es continuar de desarrollar los métodos para augmentar el uso de B. bassiana y
alternativas a las pesticidas.

Hipótesis
La hipótesis es que la población de H. hampei en Huerta 2 no va a cambiar
significativamente durante el estudio, porque la duración de tiempo es muy corta para que
haya un aumento muy grande de broca, pero es posible que aumente un poco, ya que las
plantas de café tienen muchos granos en esta temporada y no hay ningún tipo de
intervención para controlarla. En Huerta 2 se cree que la aplicación de B. bassiana va a
bajar la población de la broca significativamente, ya que Colinas Verdes ha tenido éxito
con el hongo en el pasado y en Colombia (Posada-Flórez, 2008) y Hawai (HDA, 2011)
sigue siendo una buena opción para controlar H. hampei. En un estudio colombiano que
usó métodos parecidos para combatir la broca con B. bassiana encontraron que hubo una
mortalidad del la broca de más de 92 por ciento y que recomiendan el hongo para uso en
los cafetales del campo (Posada-Flórez, 2008). Llovió bastante este invierno en
Cucanamá, ésto puede ayudar el crecimiento de B. bassiana. Hace un año aplicaron el
hongo en Huerta 2, pero solo una vez y según Don Isidro no se estableció bien. Se va
aplicar más de una vez para que haga más efecto.
Cosecha de granos de café contaminados por la broca y B. bassiana:
Para cosechar los granos con B. bassiana se fue a Solanda, una pequeña
comunidad varios kilómetros de Vilcabamba. En a la finca de Señor Santiago Vera se
cosechó los granos que tenían H. hampei ya eliminadas por B. bassiana, que se identifica
por una punta blanca, que es el hongo ya crecido en la broca saliendo por el hueco que
hizo la broca. Se cosechó aproximadamente treinta granos y para preservar el hongo se
acomodó en cartones con algodón como si fueran huevos.
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Figura 10- Granos de Café con Beauveria bassiana
(puntas blancas).

Figura 11-Colocación de granos de café en cartones.

Muestreo para determinar el porcentaje de Hypothenemus hampei:
Para el estudio de comparación entre la dos huertas en la finca de Don Isidro,
primero se tenía calcular el porcentaje de H. hampei en cada una. Esto se hizo
cosechando granos de plantas al azar, usando un método de cosecha en forma de un
zigzag (Métodos IV) para sacar un porcentaje representativo de toda la huerta.
Se cambió el método un poco porque Don Isidro ya estaba cosechando el café y
algunas plantas casi no tenían granos. También parte de la huerta 2 tenía plantas
demasiado jóvenes para producir café. Entonces, en las dos huertas, en vez de cosechar
veinticinco granos de cada una de las doce plantas, se cosechó trece granos de dos pares
de plantas en cada punto del zigzag (Métodos IV). Con esta modificación se obtuvo 300
granos y se completó un muestreo representativo de las huertas. Además, para cosechar al
azar, se sacó granos de todas partes de la planta, de arriba, el medio y abajo rodeando la
planta, para no solo sacar de un lugar.

Métodos en detalle
(Basado en métodos de Castillo et al., 2009 y La Fundación Colinas Verdes.)

I. Cultivo de Beauveria Bassiana en laboratorio:
Materiales: (cantidad de ~30 botellas)
3 kilogramos de arroz (blanco, conejo)
Agua
Alcohol (desinfectante)
Pedazos de algodón de laboratorio
Olla (para cocinar arroz)

Aceite vegetal
Botellas de vidrio
B. bassiana extraído del grano de café
Elásticos
Olla para Baño de María
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Trozos de papel bond
Lámpara de alcohol
Cinta Scotch (blanco)
Pinzas
Cuchillo de laboratorio

Hornalla para cocinar
Cartones para cosechar granos
Lapicera/marcadora
Platos petri
Aguja para colocar broca en botella

Figura 12- Lista de materiales para cultivar B. bassiana en el laboratorio.

PROCEDIMIENTO
Preparación del medio de cultivo (arroz):
1. Lavar el arroz en agua fría.
2. Cocinar todo el arroz en 2400cm2 de agua hirviendo en la olla.
3. Añadir 3 cucharadas de aceite vegetal a la olla.
4. Cocinar el arroz hasta que no quede agua en la olla. El arroz no debe ser
totalmente cocinado.
5. Dejar que el arroz cocinado se enfríe durante una noche.

Figura 13- Proceso de preparar medio de cultivo (arroz).

II. Método de retirar H. hampei con B. bassiana del grano de café:
1. Las personas trabajando deben lavar sus manos y ponerse guantes de laboratorio
desechables, un traje de laboratorio y mascarillas. Además, deben desinfectar el
área donde van a trabajar con alcohol. También prender la lámpara de alcohol
para cada tanto pasar las herramientas por el fuego para desinfectar.
2. Sacar un grano del cartón con una pinza y con el cuchillo cortar en forma de
círculo alrededor de la punta blanca sin tocarla y suficientemente profundo para
no dañar la broca.
3. Cortar pedazos de este circulo con mucho cuidado hasta encontrar la broca muerta
con la punta blanca (que es el hongo Beauveria bassiana).
4. Colocar la broca contaminada en otro plato aparte para poner todas las brocas
para después usar en el cultivo. Seguir con el siguiente grano.
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Figura 14- Proceso de retirar Beauveria bassiana del grano de café.

III. Cultivo de Beauveria bassiana en botellas:
Después en el laboratorio, sacar la broca contaminada con B. bassiana y introducir una en
cada botella con el arroz, el medio del cultivo.
1. Desinfectar las botellas en un baño de maría por media hora.
2. Las personas trabajando deben lavar sus manos y ponerse guantes de laboratorio
desechables, un traje de laboratorio y mascarillas. Además, deben desinfectar el
área donde van a trabajar con alcohol.
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3. Cuando las botellas ya se han enfriado, llenarlas con el arroz hasta el hombro de
la botella.
4. Prender la lámpara de alcohol.
5. Agregar una broca infectada con B. bassiana en una botella usando la aguja.
6. Pasar la boca de la botella y pedazo de algodón por el fuego de la lámpara con
cuidado para desinfectarlos y tapar la boca con el algodón, el papel bond y
afirmar el papel con un elástico.
7. Repetir los pasos 5 y 6 hasta usar todas las botellas, pegando un pedazo de scotch
con la fecha.
8. Sumergir las botellas en un baño de maría de vapor en la olla grande por media
hora. La idea de este método del baño de María es desinfectar y esterilizar las
botellas y sus contenidos con el calor y vapor.
9. Dejar enfriar las botellas en un lugar limpio y seco.
En quince días el hongo estará listo para aplicar en las plantas de café para controlar
H. hampei.

Figura 15-Proceso de propagar B. bassiana en botellas.

IV. Muestreo de la Cosecha de Café
Este método esta basado en el de La Fundación Colinas Verdes, que usan para
hacer muestreos al azar. La idea es de sacar una cantidad de granos de café representativa
de toda la huerta, sin caminar por toda la huerta sacado cada grano. Con estos granos se
cuentan los embrocados para calcular el porcentaje de H. hampei en la huerta. Uno
empieza al limite de un punto de la huerta y cosecha siguiendo el diseño del zigzag para
sacar veinticinco granos de doce plantas de café, para sacar un total de 300 granos. De
estos 300, después uno debe contar la cantidad de granos embrocados, que se identifican
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por un hueco típicamente en la corona del grano (Figura 10). Esta cantidad, (supone que
era 20) se divide por 300 (el total) y multiplica por 100 y la respuesta es el porcentaje de
broca en la huerta y el número de libras de café perdidas en cada 100 libras cosechadas.
En el ejemplo ésto sería seis por ciento de broca y seis libras de café perdidas en cada
cien.

Figura 16 -Granos de café
embrocados.

Figura 17-Método de Zigzag Cosecha de Café.

V. Aplicación de Beauveria bassiana en plantas de café
Materiales para echar Beauveria bassiana:
(Para llenar una mochila con 20 litros de agua)
Mochila
Botella de B. bassiana cultivado
Agua (20 litros+)
Una tela o media tipo calcetín
Colador
Un balde
Un palo para diluir el hongo
6 cucharadas de aceite vegetal
Figura 18- Lista de materiales para echar B. bassiana.

1. Llenar el tanque de la mochila con gasolina.
2. Llenar el balde con 6 litros de agua.
3. Con el palo, mezclar el hongo adentro de la botella con un poco de agua hasta que
el hongo se haga una sopa espesa.
4. Meter todo del hongo en la media y oprimir la media en el agua, hasta que no
salga más jugo y se haga un caldo en el balde.
5. Echar este agua dentro de la bomba de la mochila y agregar agua hasta llegar a
20 litros. Cerrar la bomba.
6. Arrancar la cuerda del motor de la mochila y aplicar el hongo al aire directamente
arriba de las plantas de café en toda la huerta.
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Figura 19-Aplicación de Beauveria bassiana en los
cafetales.

Preparación de hongo cultivado para echar a los cafetales:
Después de quince días, se pueden sacar los hongos ya cultivados de las botellas
para echar a las plantas de café (Métodos, V). No hubo suficiente tiempo para esperar
quince días después del día de cultivar Beauveria bassiana para echar, así que se usó
hongos previamente cultivados por el equipo del Colinas Verdes. Según el procedimiento
normal, uno debe esperar quince días para que el hongo ya echado se estabilice, se solo
pudo esperar once días para sacar los resultados de las nuevas poblaciones de H. hampei.
Para avanzar el establecimiento de B. bassiana, se echó B. bassiana tres veces: la primera
vez, a los cuatro días, y luego a los siete días. También ayudó que llovió bastante durante
la temporada de aplicación, ya que el ambiente húmedo lo favorece.

Proyecto para mejorar el método del cultivo de Beauveria bassiana:
Cuando recién se empezó en Colinas Verdes, la Fundación estaba teniendo
problemas con unas muestras de Beauveria bassiana que largaban un liquido anaranjado
o negro o tenían otros hongos. Solo habían dos explicaciones sobre la existencia de este
liquido: que la humedad del invierno había afectado el hongo o que el hongo se había
contaminado por otros durante el proceso de cultivo. Ya que la Fundación Colinas Verdes
quiere usar más B. bassiana en el futuro, se agregó este aspecto del proyecto para hacer
unos experimentos y determinar si hay formas del cultivo más eficientes para prevenir la
contaminación.
Hay dos pasos en el proceso del cultivo que se identificó como posiblemente la
causa de contaminación. El primero es al principio cuando lavan el arroz antes de
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cocinarlo (Métodos, I), que siempre el
equipo de la Fundación lo hace con agua
directamente de la llave que puede tener
bacterias. Se propuso hervir el agua antes
de usarla para eliminar estas bacterias. El
otro paso es con el arroz mismo, que
puede venir con hongos en los granos o
los hongos pueden crecer durante el
tiempo de enfriamiento en la noche en
bandejas al aire libre. En el arroz de
Figura 20- Botellas de B. bassiana de Colinas
Estados Unidos se sabe que el arroz
Verdes
en mal estado con problemas/otro hongo.
cocinado se debe consumir de tres a cuatro
días máximo, porque después puede ser
peligroso a causa de la bacteria Bacillus cereus, que ya viene en el grano. Esta bacteria
resiste el cocinado en agua hirviendo así que no podía usar este método para eliminarla.
Como prueba, se hizo cuatro tratamientos del medio de cultivo: hirviendo el agua para
lavar el arroz, refrigerando el arroz durante la noche en vez de dejarlo afuera, y
agregando alcohol al arroz. También se hizo un medio con el procedimiento normal,
lavando el arroz con agua de la llave y dejando el arroz fuera de la heladera (Métodos, I).
El procedimiento fue como el original de Colinas Verdes (Métodos I, II), pero se
dividió los tres kilos de arroz en mitad para primero lavar una mitad con agua de la llave
(Grupo B) y la otra con agua hervida (Grupo A) para sacar aproximadamente quince
botellas de cada grupo.
En el Grupo A se mezcló alcohol con el arroz y se puso la tercera parte adentro de la
heladera (Grupo A1).

En el Grupo B simplemente se puso la tercera parte adentro de la heladera (Grupo B1) y
se dejó el resto en la mesa durante la noche en una bandeja.

Grupo
A1
A2
B1
B2

Para clarificar:
Tratamiento
Con alcohol y en la mesa durante la noche para enfriarse
Con alcohol y en la heladera durante la noche para enfriarse
Normal y en la mesa durante la noche para enfriarse
Normal y en la heladera para enfriarse

Figura 21- Explicaciones de tratamientos del medio de cultivo en botellas con B. bassiana.

En la mañana, se continuó con el procedimiento de introducir el B. bassiana y se
finalizó el proceso del cultivo de la misma manera para los cuatro tratamientos.
Para evaluar los resultados del experimento en el laboratorio con el medio de
cultivo de B. bassiana, se hizo una escala de 0 a 3 basada en el nivel de establecimiento
de B. bassiana en la botella (Figura 22). El crecimiento de B. bassiana se observa cuando
el arroz se hace de un color marón con una espuma blanca. Según la escala:
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Numero de Escala
0
1
2
3

Nivel de presencia de B. bassiana en la botella
Nada
Menos de 50%
50%
Más de 50%

Figura 22- Escala de calificaciones de establecimiento de B. bassiana en botellas.

HIPOTESIS
Se cree que las botellas de tratamiento A1 y A2 van a tener presencia de
Beauveria bassiana más rápido que los tratamientos B1 y B2 porque el alcohol puede
eliminar la contaminación de otros hongos que podrían atrasar el establecimiento de B.
bassiana o crear el liquido anaranjado que tienen los de Colinas Verdes usando el
procedimiento normal en B1. Aunque en estudios han encontrado que el método de
cultivar B. bassiana en el laboratorio tiene un buen éxito y sugieren no prolongar el
período de germinación del hongo guardándolo para no minimizar la potencia de las
esporas (Posada-Flórez, 2008), no ha habido ningún estudio sobre el uso de alcohol para
eliminar la contaminación de otros hongos. En el caso de la refrigeración del arroz en B2
y A2 se cree que tendrán B. bassiana más rápido y sin otros hongos, ya que no hubo
oportunidad para que otros hongos se infiltraran en la heladera, en comparación con
permanecer al aire libre en la mesa por una noche.

RESULTADOS
Muestreo:
Cosecha de granos embrocados inicial:
Huerta
1
2

Granos embrocados
28
7

Total Cosechado
300
300

Porcentaje de H. hampei
.0933 9%
.0233 2%

Figura 23- Porcentaje inicial de H. hampei en Huertas 1 y 2 según el muestreo.

Ya que se cosechó trece granos en cada planta, veintiséis en cada par, en doce
puntas en el diseño (Métodos, IV) , se estimó que harían 324 granos en cada huerta, pero
en Huerta 1 se cosechó exactamente 300 y en Huerta 2 se cosechó 339 granos. Para
igualar las dos huertas, se sacó treinta y nueve granos del jarro de Huerta 2 al azar y se
perdió uno de los granos embrocados que eran originalmente ocho. Estos resultados dicen
que en Huerta 1, nueve granos en cada cien se pierden por la broca o la finca pierde
nueve libras de café en cada cien. En Huerta 2, dos granos en cada cien estaban
embrocados, o pierden dos libras de café en cada cien libras.
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Después de la aplicación de Beauveria bassiana:
Huerta
1
2

Granos embrocados
17
8

Total Cosechado
300 (3 con B. bassiana)
300

Porcentaje de H. hampei
.0566
5%
.0266 2%

Figura 24- Porcentaje final de H. hampei en Huertas 1 y 2 después de echar B. bassiana en Huerta 1.

Después de tres aplicaciones de B. bassiana y once días de espera para el
establecimiento del hongo, se calculó un cambio de población de Huerta 1, como se
predijo. No hubo ningún cambio significativo en Huerta 2, pero en Huerta 1 el porcentaje
de H. hampei bajó cuatro por ciento.

Figura 25- El cambio de porcentajes de H. hampei desde el muestreo
inicial y el final (después de echar B. bassiana en Huerta 1.

Resultados del Experimento del medio de cultivo
El propósito de este estudio fue mejorar el método del cultivo de Beauveria
bassiana y minimizar el nivel de contaminación del hongo por otros que se vean con un
espuma amarilla, marrón o verde. Se pensaba que los tratamientos con alcohol (A1, A2)
iban a crecer mejor sin la interferencia de otros hongos. Después de quince días, todas las
catorce botellas del tratamiento normal y las dos de la heladera (B1, B2) tenían el hongo
B. bassiana estableciéndose. En cambio, ninguna de las cuatro de la heladera con alcohol
(A2) tenia el hongo y solo cuatro de las catorce con alcohol (A1) tenían. Para los datos
vea Anexo VII.
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Figura 26- Numero de botellas en cada calificación en la escala de 0-3 en los tratamientos.

DISCUSION
En el estudio comparando las dos huertas, se observó en los resultados que hubo
un diferencia en Huerta 1 después de aplicar Beauveria bassiana. Al inicio, Huerta 2
tenía un porcentaje de H. hampei de dos por ciento que no cambio después de los once
días del estudio. En cambio, Huerta 1 empezó con un porcentaje de broca de nueve por
ciento y después de tres aplicaciones de B. bassiana y once días bajo a cinco por ciento.
Como llovió bastante durante el tiempo que se aplicó B. bassiana las tres veces,
puede ser que avanzó el establecimiento de B. bassiana aunque no se esperó los quince
días recomendados. Pero el cambio del porcentaje de H. hampei en Huerta 1 también se
podría atribuir a la casualidad, por ejemplo en el muestreo solo se sacó una cantidad de
granos pequeña (300) en relación a la cantidad que había en toda la huerta. Porque no
habían muchos granos, a veces se tuvo que salir un poco del camino del diseño zigzag del
muestreo para encontrar granos y por eso tal vez los muestreos no fueron representativos
de las poblaciones actuales de H. hampei y B. bassiana. Esto no significa que se hizo los
dos muestreos de antes y después de las aplicaciones en diferentes formas o condiciones
porque fue difícil encontrar granos siguiendo el diseño del zigzag las dos veces, así que
no afectó los porcentajes.
La lluvia excesiva del invierno también puede haber bajado la población de H.
hampei de Huerta 1 sin la ayuda de B. bassiana pero ésto hubiera sido reflejado en
Huerta 2 también, que no bajó ni uno por ciento. Frente a todas estas posibles fuentes de
variables en el estudio, se cree que B. bassiana bajó la población de H. hampei en Huerta
1, porque causas naturales (y no el hongo) no pudieron haber bajado la población en tan
poco tiempo e se hizo los dos muestreos de la misma manera e igualmente con muchos
granos cosechados. En realidad, este estudio debe durar más de un mes, por lo menos
medio año para sacar resultados conclusivos. En un estudio de aplicaciones de B.
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bassiana a plantas de café con H. hampei en Jamaica encontraron que después de echar
B. bassiana durante un año, la población de la broca bajo entre seis y cuarenta por ciento
(Rhodes, Mansingh, 1986). Para hacer un estudio de este tamaño, se sugiriere encontrar
una finca que tenga una mayor cantidad de broca y que sea un estudio que dura por varios
meses.
En conclusión, aunque se sugiriere más estudios para sacar resultados dando más
tiempo a B. bassiana para que se establezca y continuar experimentando, se piensa que
las aplicaciones de B. bassiana bajaron la población de H. hampei en Huerta 1, no solo
porque el porcentaje bajó en el segundo muestreo, pero también porque mientras estuve
en la huerta, después de las aplicaciones se encontraban granos con puntas blancas (señal
de la presencia de B. bassiana) donde antes no había. En el futuro sería aconsejable tener
más huertas o hacer muestreos para asegurar los resultados, por ejemplo haciendo el
muestreo a diez, quince, y veinte días, aunque mejor no hacerlo durante el periodo de
cosecha para tener suficientes granos.
Para mejorar este estudio en el futuro, sería mejor que se haga más aplicaciones
del experimento con más de dos huertas en la comparación, agregando como dos o cuatro
huertas para sacar más resultados y hacer un mejor análisis del impacto de B. bassiana.
No fue una comparación completa entre Huerta 1 y 2 porque empezaron con diferentes
porcentajes de broca así que sería mejor hacer una comparación entre muchas huertas
antes y después de echar B. bassiana, y hacer varios muestreos para ver como cada una
cambia.
Finalmente, sería interesante estudiar las interacciones entre H. hampei y B.
bassiana en el laboratorio, cortando una rama de una planta de café que tiene broca en los
granos y aplicando el hongo a los granos en una jaula aislada para verificar el tiempo que
toma hasta que B. bassiana mata a la broca y tener una mejor idea de cuantos días se
debe esperar antes de sacar los resultados y saber la potencia del hongo.
Estudio con el medio cultivo de Beauveria bassiana
Los resultados del proyecto con el cultivo se B. bassiana muestran que después de
quince días el tratamiento del procedimiento normal de Colinas Verdes (B1) obtiene el
establecimiento de B. bassiana lo más rápido y eficientemente con mayor fuerza de
presencia. Cuatro botellas llegaron al nivel de 3, cuatro al de 2 y seis al de 1. En cambio
de las con alcohol (A1) solo cuatro llegaron al nivel 1 y las otras no tenían presencia de
B. bassiana al llegar a los quince días. Puede ser que el alcohol atrasó el crecimiento del
hongo y necesita más días de espera hasta que se establece el hongo y se alista para
aplicar en fincas. Más días de espera usando el alcohol podría bajar la eficiencia del
método del cultivo en el campo y atrasar la producción para combatir a la broca, pero
asegurar que no hayan otros hongos.
De las botellas de tratamiento B1, cinco tenían espuma blanca, oscura, verde o
amarilla que indica presencia de otros hongos y tratamiento A1 no tenía ni una
contaminada. Se cree que esto indica el poder del alcohol en eliminar la presencia de
otros hongos que podrían disminuir la potencia de B. bassiana o impactar las plantas de
café negativamente. También es posible que luego crezcan otros hongos en las botellas de
A1, ya que el establecimiento de B. bassiana está atrasado por el alcohol. Para mejorar
este estudio en el futuro, se aconseja experimentar con el alcohol dando más tiempo que
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quince días para ver si aumenta la cantidad de botellas en tratamiento A1 con B. bassiana
y que no crezcan otros hongos. También sería interesante experimentar con la humedad
del laboratorio, para ver si es responsable del liquido anaranjado y los problemas de los
hongos de Colinas Verdes.
En el caso de los tratamientos de A2 y B2, parece que la refrigeración no mejora
el crecimiento de B. bassiana, ya que las botellas de A2 todavía no tienen el hongo y en
B2 los resultados son parecidos a los de B1. Se sugiriere adaptar este experimento
cambiando las temperaturas de las botellas durante los quince días de espera, además de
experimentar con la humedad del laboratorio.

REFLEXIONES SOBRE EL PROYECTO Y CONCLUSIONES
Al final del estudio se logró cumplir las metas que eran verificar el impacto de B.
bassiana a H. hampei en una comparación de dos huertas y experimentar con el
procedimiento y medio de cultivo de B. bassiana. Aunque no se vieron resultados muy
definitivos en el proyecto con el medio de cultivo por el tiempo limitado que disponía, se
aprendió mucho sobre los métodos y el trabajo en laboratorio. Aunque en los resultados
finales parece que el procedimiento normal de Colinas Verdes es mejor para el
establecimiento de B. bassiana, con más tiempo o la continuación que efectúe otro
estudiante en el futuro, se podría ver si los tratamientos de alcohol solo atrasan el
crecimiento pero eliminan la contaminación de otros hongos.
En el estudio de la aplicación de B. bassiana y las huertas la meta era continuar de
desarrollar el uso de otras alternativas en lugar de pesticidas y químicos, en la producción
del café. Se cree que con este proyecto se involucró como parte del movimiento de
conservación en la comunidad y se espera que otros continúen experimentando con el
impacto de B. bassiana en la huertas. Para los que no tengan conocimiento de o acceso a
B. bassiana, es importante seguir haciendo talleres como los que realiza La Fundación
Colinas Verdes, ya que el café es un producto de consumo diario y de gran demanda en
todo el mundo.
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ANEXO
I. Cucanamá, Loja, Ecuador
Comunidad del estudio y propiedad del Don Isidro Jaramillo.

II. La Finca de Don Isidro Jaramillo
Para cultivar el café de sombra la huertas tienen muchas variedades de plantas además del
café como ficus, caña de azúcar, aguacate, mora, naranja y banano, naranjilla y limones.

III. Huerta 1
Ubicación: Abajo y cerca de la casa. Mide 80
metros cuadrados.
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IV. Huerta 2
Ubicación: Más arriba en una colina, más joven y menos sombra.

V. Granos de Coffea arabica
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VI. Ciclo de Vida de Hypothenemus hampei

Hembras:
5-6 meses

7 días

Grano de café con el coleóptero
H. hampei.

4 días

15 días

Emma Dixon cosechando granos de café para el
muestreo de granos embrocados.
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VII. Resultados del Experimento del medio de cultivo
Tratamiento: B1
Botella

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

Comentarios

Escala del presencia de B.
bassiana en botella
13/04
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

18/04
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

23/04
0
0
1
1
3
2
0
3
0
0
2
0
1
0

28/04
1
1
2
2
3
3
1
3
1
1
3
1
2
2

Color beige
Bastante color beige
Unas rayas de marrón
Un poco de marrón
Muy marrón
Marrón, espuma blanca/verde
Beige
~100% marrón, manchas negras
Beige
Beige
Marrón, espuma blanca, verde
Beige
Un poco de marrón
Color beige

Tratamiento: B2
Escala del presencia de B.
bassiana en botella (23/04)

Botella

1

13/04
0

18/04
0

23/04
3

28/04
3

2

0

0

1

2

Comentarios

Mucho marrón, pero también espuma
amarilla, blanca y verde
Unas rayas marrones, más marrón

Tratamiento: A1
Botella

1
2
3
4
5
6
7
8

Escala del presencia de B.
bassiana en botella
13/04
0
0
0
0
0
0
0
0

18/04
0
0
0
0
0
0
0
0

23/04
0
0
0
0
0
0
0
0

28/04
1
1
0
1
0
0
0
1

Comentarios

Un poco de marrón
Manchas marrones
Un poco de marrón

Manchas marrones
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9
10
11
12
13
14

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

Tratamiento: A2
Botella

Escala del presencia de B. bassiana en
botella (23/04)

1
2
3

13/04
0
0
0

18/04
0
0
0

23/04
0
0
0

28/04
0
0
0

4

0

0

0

0

Comentarios

VIII. Botellas del cultivo de Beauveria bassiana

Comparación de dos botellas de B. bassiana
del tratamiento B1, una sin establecimiento
del hongo (izquierda) y la otra si (derecha).

Beauveria bassiana listo para
usar y bien hecho en el
laboratorio.

Botella de B. bassiana cultivado
con contaminación de otros
hongos.
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